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論文内容の要旨
エネルギー依存的な質分解系で、あるユビキチン・プロテアソーム系において、ユビキチンリガーゼは分
解すべき蛋白質の選別に重要な役割を持つo 本研究の目的はユビキチンリガーゼ、の一種Nedd4/Rsp5ファ
ミリータンパク質の分裂酵母における役割を明らかにすることである。本ファミリータンパク質は分裂酵
母に3つ(Pub1，Pub2， Pub3)存在する。まず、 publ，pub2， pub3:遺伝子破壊株を作製したところ、 Pub1
が温度感受性となったこと以外は明らかな表現型は示さなかった。そこで、全ての組み合わせで二重破壊
株を作製し、その生育を調べたところ、 publspub2ム二重破壊株はpublsの高温感受性を強め、また
publ spub3 ß 二重破壊株は合成致死となることがわかった。このことはPub1 と Pub2および~Pub1 と
Pub3が一部重複した機能を持つことを示唆する。またPub1，Pub2，Pub3タンパク質の細胞内局在を観察
した結果、それぞれ異なる細胞内分布を示したが、共通して細胞膜に存在することがわかった。さらに 3
つの遺伝子の転写を調べたところ、栄養成長過程と有性生殖過程で発現強度が異なっていた。これらの結
果から 3つのPubタンパク質が一部重複しながら、機能を分担していることが推定された。
次に、窒素源飢餓条件下で発現が促進されるPub2について詳細な解析を行った。ユビキチンリガーゼ
の活性中心で、あると考えられるHECTドメイン内の639番目のシステイン残基(Cys639)をAlaに置換
(Pub2-CA)した。置換型Pub2-CAでは野生型Pub2の過剰発現でみられた異常な細胞伸長と致死性が失わ
れることから、予想通りCys639がPub2の機能に必須であることが示された。さらに、 Pub2で、もCys639で、
ユビキチン分子と直接チオエステル結合することを、抗体を用いた結合実験より明かにした。 Pub2の
HECTドメインを、 Pub1ユビキチンリガーゼのHECTドメインと交換したキメラタンパク質Pub1:
HECTPu内まpubl破壊株の高温感受性を抑圧でき、しかもCys639をAlaに置換したもの(Pub1:HECT-
CAPUb2)では抑圧できないことから、 Pub2はCys639を活性中心にもつユビキチンリガーゼであると結論した。
論文審査の結果の要旨
近年、細胞機能の制御ユビキチン・プロテアソーム系によるタンパク質の分解が重要な役割を持つこと
が明かになってきた。本研究はユビキチン・リガーゼのサブファミリーであるNedd4/Rsp5ファミリーの
分裂酵母における機能を包括的に解明することを目的に行われた。
まず、著者はゲノム情報から分裂酵母S.pombe'こは3種のNedd4/Rsp5ファミリーのタンパク質(Pub1，
Pub2， Pub3)が存在することを見いだし、それらをコードする遺伝子をすべてクローニングした。これら
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の遺伝子の発現調節を調べ、 publ遺伝子は'恒常的に高いレベルで、発現していること、 pub2遺伝子が窒素
源飢餓ストレスにより誘導されること、 pub3遺伝子が減数分裂過程で、誘導されることを発見した。次に、
3つの遺伝子の遺伝子破壊株を作成し、その表現型を調べた。その結果、単一破壊株はすべて生育可能で
あったがpubl破壊株が温度感受性となることを見いだした。また、すべてのこ重変異株を作成し、 publ
pub3破壊株、 publPub2破壊株で突然変異が合成的な効果を示すことを明かにした。以上の結果から、
分裂酵母においてPubl，Pub2， Pub3タンパク質は異なる様式で発現し、異なる役割を分担しつつ、一部
重複した機能を持つことを解明した。
次に、著者はPub2タンパク質のHECT領域が触媒ドメインとして機能することをPublとPub2タンパ
ク質のドメイン交換により証明した。さらに、 HECT領域内の639番目のシステイン残基でユビキチンと
結合すること、このシステイン残基がPub2の機能に必須で、あることを部位特異的突然変異導入により証
明した。
本論文は分裂酵母におけるNedd4/Rsp5サブファミリーの 3つのユビキチンリガーゼを包括的に解析し
た結果を詳細に報告している。これは特定の真核生物で、本サブファミリーのすべてのメンバーの機能分
担を明らかにした最初の報告である。このように、本論文は真核生物のユビキチン系の機能に新たな知見
をもたらしたものとして高く評価でき、博士(理学)の学位を授与するに値するものと審査した。
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